Turk Gogus Kalp Damar Cerrahisi Dergisi

Turkish Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery

Eritropoietinin sican aortik iskemi-reperfizyonunda
akciger hasar Gzerine efkisi

The effect of erythropoietin on lung injury in rat aortic ischemia-reperfusion
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Amag: Bu ¢alismada sigan infrarenal abdominal aortunda
(IAA) okliizyon-reperfiizyon sonrasi akcigerlerde olugan
iskemi-reperfiizyon (IR) hasarma eritropoietinin etkisi
arastirildi.

Caligma plani: Yirmi dort adet Wistar albino cinsi sican
rastgele ve esit sayida li¢ gruba ayrildi. Kontrol grubunda
laparatomi ve IAA diseksiyonu yapildi, IR uygulanmadi.
Aortik IR grubunda, IAA’ya travmatik olmayan mik-
rovaskiiler klemp konularak 30 dakika iskemi, klemp
kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon uygulandi. Aortik
IR +eritropoietin grubunda da 30 dakika iskemi, 60 daki-
ka reperfiizyon uygulandi ve ayrica klemp kaldirilmadan
5 dakika once 1000 U/kg eritropoietin subkutan yolla
verildi. Anestezi altinda yagsamlar1 sonlandirilan siganlarin
akcigerleri ¢ikarildi ve akciger dokularinda malondialde-
hid (MDA) diizeyi ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
ve glutatyon peroksidaz aktivite diizeyleri ol¢iildii ve his-
topatolojik inceleme yapildi.

Bulgular: Aortik iR grubunda MDA, SOD ve katalaz
degerleri kontrol grubundaki degerlerden anlamli dere-
cede yiiksek bulundu (p<0.05). Aortik IR +eritropoietin
grubundaki katalaz degeri aortik IR grubundan anlamli
derecede diisiiktii (p<0.05). Histopatolojik incelemede,
aortik IR grubuna ait alveolar konjesyon, inflamatu-
var infiltrasyon, intraalveolar hemoraji, intraalveolar
makrofaj ve akciger hasari skorlari, kontrol grubun-
dan anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05). Aortik
IR-+eritropoietin grubunda ise bu degerlerin hepsi aortik
IR grubundan diisiik bulundu; inflamatuvar infiltrasyon,
intraalveolar makrofaj ve akciger hasar1 skorlarindaki
diisiikliik anlamliyd1 (p<0.05).

Sonug: Eritropoietin, siganlarda abdominal aort iR sonrast
olugan akciger hasarini azaltic etki gostermektedir.

Anahtar sozciikler: Aort, abdominal/cerrahi; katalaz; eritropoietin/
terapotik kullanim; glutatyon peroksidaz; lipid peroksidasyonu;
akciger; malondialdehid; si¢an; reperfiizyon hasari/6nleme ve kont-
rol; stiperoksit dismutaz.

Background: We investigated the effect of erythropoietin
on ischemia-reperfusion (IR) injury in lungs occurring
after occlusion-reperfusion of rat infrarenal abdominal
aorta (IAA).

Methods: Twenty-four Wistar albino rats were randomized
to three groups equal in number. Control rats underwent
laparotomy and IAA dissection without IR. Two groups
underwent aortic IR designed as 30 min of ischemia by
clamping of the IAA with an atraumatic microvascular
clamp, followed by 60 min of reperfusion after removal of
the aortic clamp. In one aortic IR group, 1000 U/kg eryth-
ropoietin was administered subcutaneously 5 min before
declamping of the IAA. The rats were decapitated under
deep anesthesia and the lungs were removed. Tissue levels
of malondialdehyde (MDA) and activity levels of superox-
ide dismutase (SOD), catalase, and glutathione peroxidase
were measured and lung specimens were examined histo-
pathologically.

Results: Rats treated with aortic IR alone had significantly
higher tissue MDA levels and activity levels of SOD and cata-
lase compared to the control group (p<0.05). Erythropoietin-
administered rats exhibited significantly lower catalase activ-
ity than the aortic IR group (p<0.05). In histopathological
examination, rats treated with aortic IR alone had significant-
ly higher scores for alveolar congestion, inflammatory infil-
tration, intraalveolar hemorrhage, intraalveolar macrophages,
and overall lung injury compared to the control rats (p<0.05).
Erythropoietin-administered rats had lower scores in all these
parameters compared to the aortic IR group, with scores of
inflammatory infiltration, intraalveolar macrophages, and
overall lung injury being significantly lower (p<0.05).

Conclusion: Erythropoietin attenuates the severity of lung
injury occurring after abdominal aortic IR in rats.

Key words: Aorta, abdominal/surgery; catalase; erythropoietin/
therapeutic use; glutathione peroxidase; lipid peroxidation; lung;
malondialdehyde; rats; reperfusion injury/prevention & control;
superoxide dismutase.
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Abdominal aortun klemplenmesi klemp distalinde
iskemi olustururken, aortik kros-klempin kaldirilmasi
sonrasi alt ekstremitelere dolagimin ani olarak yeniden
saglanmasi reperfiizyon hasarini baslatir ve bu fenomen
iskemi-reperfiizyon (IR) hasar1 olarak tanimlanir.”
Iskemik dokularin reperfiizyonu toksik reaktif oksijen
tiirevlerinin olusumuna yol agar.” Reaktif oksijen tiirev-
leri hiicre membranlarina lipid peroksidasyonu yoluyla
dogrudan zarar verir. Reaktif oksijen tiirevleri ayrica IR
sonrasi lokosit aktivasyonu, kemotaksis, 16kosit-endotel
yapismasini artirir.® Abdominal aortun gegici okliizyo-
nu ve alt ekstremitelerde IR sonrasi akciger hasar1 geli-
sir.*¢ Bu hasarda polimorfoniikleer (PMN) l6kositlerin
esas role sahip oldugu gosterilmistir.®

Eritropoietin, 30.4 kDa molekiiler agirliginda bir
glikoproteindir.”! Baslica iiretim yeri eriskinlerde bob-
rek iken fetiiste karacigerdir. Eritropoietin iiretimi igin
en giiclii uyaran anemidir.® Kanama ve eritrosit iireti-
minin azaldigr durumlarda, hipokside salinimi artar.®
Eritropoietin, antiapopitotik, antioksidan, anjiyojenik ve
noroprotektif etkileri aracilifiyla iskemiye karsi koru-
yucu etki gosterir.”!

Eritropoietinin abdominal aort cerrahisinde aortik
IR’ye bagh akciger hasari iizerine etkileri yeterince
arastirtlmamigstir. Bu deneysel calismada, eritropoieti-
nin sigan infrarenal abdominal aort (IAA) IR’si sonrasi
olusan akciger hasarina etkisi arastirildi. Bu amacla
sican akciger doku drneklerinde malondialdehid (MDA)
seviyeleri ve siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glu-
tatyon peroksidaz (Gprx) aktiviteleri 6l¢iildii ve histopa-
tolojik inceleme yapildi.

GEREC VE YONTEM

Deney hayvanlari

Siileyman Demirel Universitesi deney hayvan labo-
ratuvarindan elde edilen, her iki cinsten, agirliklari
200-250 gr arasinda olan 24 adet Wistar albino cinsi
sican calismaya alindi. Sicanlar tel kafeslerde 12 saat
gece, 12 saat giindiiz kosullarinda, ortam sicakligi
24-26 °C ve nem oran1 %50-60 olacak sekilde tutuldu.
Deneyden 12 saat once, su hari¢ beslenmeleri durdurul-
du. Siganlarin bakimi, Amerika Birlesik Devletleri’nde
Tibbi Aragtirmalar Ulusal Dernegi tarafindan bicimlen-
dirilen ‘Deney Hayvanlarinin Bakim Prensipleri’ne ve
Laboratuvar Hayvani Kaynaklar1 Enstitiisii tarafindan
hazirlanip Ulusal Saglik Enstitiisii tarafindan yayimla-
nan ‘Laboratuvar Hayvanlarinin Bakim ve Kullanimi
icin Kilavuz’'una (Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals, NIH basim no. 85-23, 1985 revi-
ze edildi) uygun olarak yapildi. Calisma protokolii ve
deneysel yontem Siileyman Demirel Universitesi Etik
Kurulu tarafindan onaylandi (08.11.2005 tarih ve 11/32
say1l1 Etik Kurul kararr).
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Deneysel calisma yontemi

Sicanlar, esit sayida (n=8) ve rastgele olarak ii¢ deney
grubuna ayrildi. Kontrol grubunda, laparotomi ve IAA
diseksiyonu yapildi ancak IAA okliizyonu yapilmadi.
Abdominal aort IR grubunda, IAA klemplenerek 30
dakika iskemi ve klemp kaldirilarak 60 dakika reper-
fiizyon uygulandi. Abdominal aort IR +eritropoietin
grubunda, IAA klemplenerek 30 dakika iskemi, klemp
kaldirilarak 60 dakika reperfiizyon uygulandi ve klemp
kaldirilmadan 5 dakika 6énce 1000 U/kg eritropoetin
subkutan yolla verildi.

Aortik iskemi-reperfiizyon teknigi

Tiim sicanlara intramuskiiler enjeksiyonla 100
mgr/kg dozda ketamin hidroklorid (Ketalar flakon®,
Pfizer, Istanbul, Tiirkiye) verilerek anestezi saglandi
ve bir 1sitma lambasi altinda sirtiistii pozisyon verildi.
Cilt aseptik olarak hazirlandi ve orta hattan laparo-
tomi yapildi. Sivi dengesini korumak amaciyla, 10
ml 1lik serum fizyolojik peritoneal bosluga verildi.
Bagirsaklar 1slak gaz ile sola cekilerek abdominal
aorta ulasildi. Infrarenal abdominal aorta travmatik
olmayan bir mikrovaskiiler klemp (Vascu-Statt II,
Midi Straight 1001-532; Scanlan International, St. Paul,
MN, ABD) konuldu. Is1 ve sivi kaybini en aza indirmek
icin batin insizyonu kapali tutuldu. Otuz dakikalik
okliizyon sonrasinda batin tekrar agilarak [AA'daki
mikrovaskiiler klemp kaldirildi ve 60 dakika repefiiz-
yon uygulandi. Iskemi olusturulmasi, klempleme isle-
mi sirasinda distal aortta pulsasyonun kaybolmasiyla,
reperfiizyon ise klempin kaldirilmasi sonrasinda distal
aortta pulsasyonun geri gelmesiyle degerlendirildi.
Kontrol grubundaki si¢canlara laparotomi ve esit siirede
IAA diseksiyonu uygulandi; ancak IR uygulanmadi.
Reperfiizyon sonrasi tlim sicanlar anestezi altinda
baglar1 kesilerek oldiiriildii ve akcigerleri toraks boglu-
gundan cikartildi. Akcigerlerin bir kismi biyokimyasal
incelemeler yapilincaya kadar -80 °C’de, diger kismi
ise histopatolojik inceleme yapilincaya kadar %10’ luk
formaldehid soliisyonu i¢inde saklandi.

Biyokimyasal islemler

Biyokimyasal analizler i¢cin, dondurulmus si¢an akci-
gerleri serum fizyolojik ile yikandi, agirliklar: ol¢iildi.
Daha sonra %10’luk homojenat elde etmek igin, %0.05
sodyum azid igeren 100 mmol/l soguk fosfat tamponu
(pH:7.4) icinde homojenize edildi (Ultra-Turrax T25,
Janke and Kunkel GmbH & Co., KG Staufen, Almanya).
Bu homojenatlara 30 dakika siireyle ultrason dalgasi
uygulandi (Sonoplus UW 2070, Bandelin Electronic,
Berlin, Almanya) ve ardindan siipernatan ele etmek
icin santrifiij edildi (5000 g’de 10 dk). Siipernatanlar
biyokimyasal incelemeler icin kullanilincaya kadar
-80 °C’de saklandi. Siipernatanin protein icerigi Lowry
yontemi ile saptandi.l'
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Malondialdehid o6l¢iimii

Reperfiizyon siireci sonunda artan serbest radikal
yapiminin bir gostergesi olan ve lipid peroksidasyonu-
nun son {liriinii olan MDA diizeyleri, Draper ve Hadley’in
cift 1sitma yontemi ile belirlendi.""! Bu yontemde, MDA
ile thiobarbitiirik asit reaksiyonunun meydana getirdigi
renk olusumu spektrofotometrik dl¢iimle degerlendirilir.
Bu amagla, 100 gr/I'lik trikloroasetik asit solusyonundan
2.5 ml, her santrifuj tiipiinde 0.5 ml seruma (stipernatan)
eklenerek 15 dakika siireyle kaynayan su banyosuna tabi
tutuldu. Musluk suyu altinda sogutulan tiipler 1000 g
hizda 10 dakika santrifuj edildikten sonra elde edilen
materyalin 2 ml’si, 6.7 g/I'lik thiobarbitiirik soliis-
yonunun 1 ml’sine eklenerek 15 dakika kaynayan su
banyosunda tutuldu. Bu soliisyon musluk suyunda sogu-
tulduktan sonra absorbansi 532 nm’lik spektrofotometre
ile (Shimadzu UV-1601, Shimadzu, Kyoto, Japonya)
Olgiildii. Malondialdehid diizeyi, MDA-thiobarbitiirik
asit kompleksinin emilim katsayis1 (emilim katsayisi
€ 1.56x10 cm™. M) ile hesapland1 ve sonug proteinin
miligramindaki nanomol olarak ifade edildi.

Siiperoksit dismutaz aktivitesi ol¢iimii

Siiperoksit dismutaz aktivitesi, Spitz ve Oberley! ve
Woolliams ve ark.na'™® ait yontemler kullanilarak 6l¢iildii.
Siiperoksit dismutaz aktivitesinin tayini, 2-(4-iodofenol)-
3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazoliumklorid ile reaksiyona
girerek kirmizi bir formazan boya olusturan siiperoksit
radikallerini treten ksantin oksidaz reaksiyonu temel
aliarak yapildi. Siiperoksit dismutaz aktivitesi bu reak-
siyonunun inhibisyon derecesi olarak belirlendi. Sonuglar
tinite/miligram (U/mgr) protein olarak ifade edildi.

Katalaz aktivitesi olciimii

Katalaz aktivitesi Aebil'¥ yontemine gore Olgiildii.
Bu yontem, hidrojen peroksitin (H,0,) parcalanma hizi-
nin hiz sabitinin (s, k) belirlenmesi esasina dayanir. Hiz
sabiti, k£ =(2.3/At)(a/b) log (A,/A,) formiili kullanilarak
hesaplandi. Formiilde A, 0. saniye, A, 15. saniye absor-
bans degerlerini; a diliisyon faktoriinii, b siipernatan
protein igerigini gostermektedir. Sonuclar k/gr protein
olarak ifade edildi.

Glutatyon peroksidaz aktivitesi olciimii

Glutatyon peroksidaz aktivitesi spektrofotometrik
yontemle 6l¢iildii.'>! Glutatyon peroksidaz, H,O, varligin-
da rediikte glutatyonun okside glutatyona yiikseltgenme-

sini katalize eder. H,O, nin bulundugu ortamda Gprx’in
olusturdugu okside glutatyon, glutatyon rediiktaz ve niko-
tinamid adenin niikleotid fosfat yardimi ile glutatyona
indirgenir. Glutatyon peroksidaz aktivitesi, nikotinamid
adenin niikleotid fosfatin nikotinamid adenin diniikleo-
tide yiikseltgenmesi sirasindaki absorbans azalmasinin
340 nm’de okunmasiyla hesaplandi ve iinite/gram (U/gr)
doku proteini seklinde belirtildi.

Histopatolojik inceleme

Sicanlarin akciger biyopsileri ayri1 ayri formalin
solisyonunda tespit edilerek, rutin takip islemleri
sonrast parafine gomiilerek bloklandi. Bes mikro-
metrelik kesitler yapilarak hematoksilen-eozin boya-
styla boyand1 ve 151k mikroskopu ile incelendi. Tiim
ornekler deney gruplarindan habersiz olan ayni pato-
log tarafindan degerlendirildi. Her 6rnekte en az iki
farkli kesit incelendi. Akciger hasari, kesitlerde sap-
tanan alveolar konjesyon, inflamatuvar infiltrasyon,
intraalveolar hemoraji ve intraalveolar makrofaja gore
asagidaki skalaya uygun olarak semikantatif olarak
skorlandr:l'®®1 (-) Degisiklik yok; (1+) Fokal, hafif
degisiklikler; (2+) Multifokal belirgin degisiklikler;
(3+) Yaygin belirgin degisiklikler.

Istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler SPSS 13.0 bilgisayar programi
(SPSS Inc., Chicago, IL; ABD) kullanilarak yapil-
di. Veriler ortalamatstandart sapma olarak sunuldu.
Biyokimyasal verilerin istatistiksel olarak degerlendiril-
mesi sirasinda gruplar arasindaki farklarin incelenme-
sinde tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve ardindan
Tukey honestly significant difference testi kullanildi.
Histopatolojik bulgularin istatistiksel degerlendirilmesi
sirasinda gruplar arasindaki anlamli farklarin belirlen-
mesinde Kruskal-Wallis testi, iki grup arasindaki farkin
belirlenmesinde de Mann-Whitney U-testi kullanildi.
P degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Biyokimyasal bulgular

Tiim gruplara ait sigan akciger 6rneklerindeki MDA
diizeyleri ve SOD, katalaz ve Gprx aktiviteleri Tablo
I’de gosterildi. Aortik IR grubunda MDA, SOD ve kata-
laz degerleri kontrol grubundaki degerlere gore anlamli

Tablo 1. Gruplara ait biyokimyasal degerlendirme sonuclari

Malondialdehid Stiperoksit dismutaz Katalaz Glutatyon peroksidaz
Gruplar (nmol/mgr protein) (U/mgr protein) (k/mgr protein) (Ulgr protein)
Kontrol (1) 5.29+1.59 3.06+0.46 0.07+0.03 0.44+0.02
Aortik IR (2) 9.27+£2.61* 3.72+0.47* 0.12+0.03* 0.51+0.08
Aortik IR+eritropoietin (3) 8.14£1.06 3.44+0.44 0.07+0.01** 0.51+0.03

IR: Iskemi-reperfiizyon; *1-2 ve **¥2-3: p<0.05.
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Tablo 2. Gruplara ait histopatolojik degerlendirme sonuclari

Kontrol (1)

Aortik IR (2)

Aortik IR+ eritropoietin (3)

(n=8) (n=8) (n=8)

IAS — 1+ 2+ 3+ OS IAS — 1+ 2+ 3+ OS IAS - 1+ 2+ 3+ OS K-W MW

Alveolar 6 16 0 0 O - 4 0 7 5 2 2+ 13 4 4 5 0 1+ * 12

konjesyon 1-3
Inflamatuvar 6 15 1 0 O - 6 1 7 7 2 2+ 6 3 10 3 0 I+ * 1-2,2-3

infiltrasyon 1-3

Intraalveolar 6 16 0 0 O - 4 8 5 1 0 1+ 3 8 5 0 0 - * 1-2

hemoraji 1-3
Intralveolar 6 8 7 1 0 1+ 12 0 1 9 2 2+ 4 3 3 8 0 1+ * 0 1-2,2-3

makrofaj 1-3
Akciger toplam 1+ 7+ 3+ *1-2,2-3

hasar skoru 1-3

iR: 1skemi—reperfﬁzy0n; 1AS: Incelenen akciger sayisi; OS: Ortalama skor; K-W: Kruskall-Wallis; M-W: Mann-Whitney, p<0.05.
(-) Degisiklik yok; (14+) Fokal, hafif degisiklikler; (2+) Multifokal belirgin degisiklikler; (3+) Yaygin belirgin degisiklikler.

derecede yiiksek bulundu (p<0.05); Gprx degeri ise
kontrol grubundan daha yiiksekti, ancak aradaki fark
anlamli degildi (p>0.05).

Aortik IR +eritropoietin grubundaki katalaz degeri
aortik IR grubundaki degere gore anlamli derecede
diisiiktii (p<0.05). Bu grupta MDA ve SOD aortik IR
grubundan daha diisiik bulunmasina karsin fark anlamh
degildi; Gprx aktivitesi ise benzer bulundu (p>0.05).

Histopatolojik bulgular

Gruplara ait histopatolojik inceleme sonuglar1 Tablo
2’de gosterildi. Kontrol grubunda, alveolar konjes-
yon, inflamatuvar infiltrasyon ve intraalveolar hemoraji
yoniinden histopatolojik degisiklik goriilmezken (ort.
skor —), intraalveolar makrofaj yoniinden fokal, hafif
degisiklikler (ort. skor 1+) goriildii (Sekil 1a). Aortik IR
grubunda, alveolar konjesyon, inflamatuvar infiltrasyon
ve intraalveolar makrofaj yoniinden multifokal belirgin
degisiklikler (ort. skor 2+) ve intraalveolar hemoraji
yoniinden fokal hafif degisiklikler (ort. skor 1+) goriildii
(Sekil 1b). Aortik IR +eritropoietin grubunda, intraalve-
olar hemoraji de ortalama skor (-) iken, alveolar konjes-
yon, inflamatuvar infiltrasyon ve intraalveolar makrofaj
bulgularinda ise ortalama skor 1+ idi (Sekil 1c).

Aortik IR grubuna ait alveolar konjesyon, inflama-
tuvar infiltrasyon, intraalveolar hemoraji, intraalveolar
makrofaj ve akciger hasar skoru degerleri, kontrol
grubundaki degerlere gore anlamli derecede yiiksek
bulundu (p<0.05). Aortik IR +eritropoietin grubun-
daki inflamatuar infiltrasyon, intraalveolar makrofaj
ve akciger hasar skoru degerleri aortik IR grubundaki
degerlere gore anlamli derecede diisiiktii (p<0.05);
alveolar konjesyon ve intraalveolar hemoraji degerleri
ise daha diigiik olmasina ragmen aradaki fark anlamh
degildi (p>0.05).
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TARTISMA

Calismamizda, eritropoietinin siganlarda IA A okliiz-
yonu ile olusturulan deneysel aortik IR modelinde akci-
ger hasarina etkisi arastirildi. Bu ¢aligmanin sonuglari
eritropoietinin siganlarda abdominal aortik IR’ye bagl
akciger hasarini azalttigin1 gostermektedir.

Iskemi-reperfiizyon hasari sirasinda olusan serbest
radikaller, yiliksek reaktiviteleri nedeniyle hiicre memb-
ranlarindaki lipidlere saldirarak lipid peroksidasyonunu
baslatirlar. Malondialdehid lipid peroksidasyonunun son
tiriiniidiir ve deneysel IR modellerinde lipid peroksi-
dasyon miktarinin bir gostergesi olarak kullanilmak-
tadir.">? Calismamizda, aortik IR grubunda, kontrol
grubuna gore MDA diizeyinde anlamli arti saptanirken,
aortik IR +eritropoietin grubunda ise MDA diizeyinde
anlamli azalma saptanmadi. Deneysel olarak, alt ekstre-
mite IR?" ve aortik okliizyon-reperfiizyon®? sonrasinda
akciger MDA doku diizeylerinin arttig1 bildirilmistir.
Patel ve ark.*! ile Ates ve ark.””! eritropoietinin siganlar-
da bobrek IR hasarina etkisini arastirmiglar ve eritropo-
ietin uygulanan grupta lipid peroksidasyonunda anlamli
azalma saptamiglardir. Bununla birlikte, Ozakyol ve
ark.¥ sicanlarda karaciger IR hasarina L-nitro-arginin-
metil-ester’in etkisini arastirmiglar, L-nitro-arginin-
metil-ester verilen grupta IR hasarinin histopatolojik
olarak anlamli derecede azaldigini; ancak, karaciger
MDA doku diizeylerinin anlamli derecede azalmadigi-
n1 bildirmislerdir. Bu sonucu, verilen ilacin olusan IR
hasarini lipid peroksidasyonundan bagimsiz olarak azal-
tabilecegi yorumu ile agiklamiglardir. Calismamizda
da, Ozakyol ve ark.nin® caligmasina benzer sekilde
eritropoietin verilen grupta histopatolojik incelemede
IR hasar1 azalmasina karsin, MDA diizeyinde anlamli
azalma saptanmadi. Biz de eritropoietinin IR hasarini
lipid peroksidasyonundan bagimsiz olarak azaltabile-

13



Kapan et al. The effect of erythropoietin on lung injury in rat aortic ischemia-reperfusion

3
/! i ¥
AR L S T
‘ar ‘B ‘-tﬁ} . . 4 :l't')‘.f r*. :‘.‘I ¥
T e B =1 Y 1
r }-’ w4 -y b I-lf“" #;'ﬁ

i I N P B ’ £
L] l. & i L™ “ .‘ bl ¥ "‘.
E - 3 ) iy '
-l ® N.I 1:. ‘+ o iy ;a‘. "4\ . m{‘%
BE7 TR RS A A SR T

Sekil 1. (a) Kontrol grubunda normal akciger dokusu (H-E x 100).
(b) Aortik iskemi-reperfiizyon (iR) grubunda inflamatuvar infilt-
rasyon, skor (3+) (H-Ex200). (¢) Aortik IR +eritropoietin gru-
bunda inflamatuvar infiltrasyon (H-Ex200).

cegi diisiincesindeyiz. Ote yandan, eritropoietin verilen
grupta MDA diizeyinde anlamli azalma olmamasi,
uygulanan eritropoietin dozunun yetersizligine bagh
olabilir. Daha yiiksek eritropoietin dozlari ile yapilacak
yeni caligsmalar bu konuda aydinlatici olabilir.

Aortik IR hasar1 olusumunda serbest oksijen radi-
kalleri onemli bir yer tutar.>?'?? Iskemik dokularin
reperfiizyonu toksik reaktif oksijen tiirevlerinin olugu-
muna yol acar. Bunlar siiperoksit anyonlar, hidroksil
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radikalleri, hipoklorik asit, hidrojen peroksit ve nitrik
oksitten derive peroksinitrittir.®! Oksijen kokenli ser-
best radikaller aracigiyla olusan hasarda baglangicta
ksantin oksidaz kokenli siiperoksit anyonlar iiretilir.>*
Serbest radikal temizleyicileri, reaktif oksijen parcgalari
ile reaksiyona girerek bunlar1 zararsiz maddeler haline
doniistiiren ajanlardir. Bu ajanlar SOD, katalaz ve Gprx
olarak siralanabilir.

Siiperoksit dismutaz, siiperoksitin hidrojen perokside
doniistimiinii katalizleyen bir enzimdir. Calismamizda
aortik IR grubunda SOD aktivitesinde anlaml yiiksel-
me saptandi; ancak, aortik IR +eritropoietin grubunda
SOD aktivitesinde anlamli azalma saptanmadi. [lhan ve
ark.”! tavsanlarda kafeik asit fenil esterin spinal kord
IR hasarina olan etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada
serbest radikal hasarinin gostergesi olarak SOD aktivi-
tesini dl¢gmiisler, ancak deney gruplarina ait SOD aktivi-
tesi degerleri arasinda anlamli fark bulmamaislardir. Ege
ve ark.? ise, erdosteinin tavsan spinal kord IR hasarina
etkisini arastirmiglar ve, sonuglarimizla benzer sekil-
de, SOD aktivitesinde IR grubunda kontrol grubuna
gore anlamli artis saptamislardir. Calismamizda aortik
IR +eritropoietin grubunda SOD diizeyinde belirgin
azalma olmasi, ancak bunun kontrol seviyesine inme-
mesi oksidatif stresin eritropoietin uygulanan grup-
ta azaldigini, ancak tamamen ortadan kalkmadigini
diisiindiirmektedir.

Katalaz enzimi, SOD tarafindan olusturulan hid-
rojen peroksiti peroksizomlarda su ve oksijene cevirir.
Katalaz viicutta dogal olarak olusan bir metallopro-
teindir ve in vivo olarak SOD ile kombine bir sekilde
etki eder. Calismamizda katalaz aktivitelerinde aortik
IR grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede
artis, aortik IR +eritropoietin grubunda da aortik IR
grubuna gore anlamli derecede azalma saptandi. Kiris
ve ark.®™ infrarenal aortik IR modelinde gadolinyum
kloriiriin renal hasara etkisini aragtirmiglar ve aortik
IR grubunda kontrol grubuna gore katalaz aktivitesinin
anlamli olarak arttigini bildirmisglerdir. Erten ve ark.”
da melatoninin deneysel spinal kord IR hasarina etkisi-
ni arastirmiglar ve IR grubunda katalaz aktivitelerinde
anlamli artig saptamiglardir. Mezzetti ve ark.BY kardi-
yopulmoner bypass sirasinda miyokardiyal IR sonrasi
kanda katalaz ve diger antioksidan enzim aktivitele-
rinde anlamli artis bulmuglardir. Calismamizin aortik
IR ve aortik IR+eritropoietin gruplarindaki katalaz
aktivite degerlerinin istatistiksel sonuglar1 bu ¢alisma-
larla uyumludur. Caligmamizda aortik IR grubunda
katalaz aktivite artigi, yiikselmis SOD aktivitesi ile
olusan hidrojen peroksitin katalaz enzimi ile elimine
edildigini diistindiirmektedir. Eritropoietin uygulanan
grupta azalan SOD aktivitesi, oksidatif stresin azaldigi-
ni, ancak tam ortadan kalkmadigini; bununla birlikte,
bu grupta olusan hidrojen peroksitin indirgenmesi i¢in
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katalaz aktivitesinde artisa yol acmadigi goriilmiistiir.
Katalaz aktivitesinin eritropoietin grubunda kontrol
grubu degerlerine inmesinin bu durumdan kaynaklan-
digim diigiiniiyoruz.

Glutatyon peroksidaz hidrojen peroksit varliginda
rediikte glutatyonun okside glutatyona yiikseltgenmesini
katalize eder. Ayrica, SOD tarafindan olusturulan hidro-
jen peroksiti mitokondri ve sitoplazmada su ve oksijene
indirger. Calismamizda Gprx aktivitelerinde gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi. {lhan ve ark.*" nebi-
vololiin tavsanlarda spinal kord IR hasarina etkisini
arastirmiglar ve IR grubunda spinal kord dokusunda
Gprx’in anlamli derecede yiikseldigini bulmuslardir.
Aceto ve ark.®? kardiyopulmoner bypas uygulanan has-
talarda aortik klempleme ve klemp kaldirilmasi sonrasi
kanda Gprx aktivitelerinde artig oldugunu saptamiglar-
dir. Bu calismada, aortik IR grubunda Gprx aktivite
artist olmas1 SOD aktivitesi ile olusan hidrojen perok-
sitin Gprx enzimi ile de elimine edildigini gosterebilir.
Eritropoietin uygulanan grupta Gprx aktivite degerleri-
nin kontrol grubundaki degerlerden daha ytiksek, hatta
aortik IR grubundaki kadar yiiksek degerlerde kal-
masinin hidrojen peroksit eliminasyonunun bu grupta
Gprx tarafindan devam ettirilmesi ile ilgi olabilecegini
diistindiirmektedir.

Polimorfoniikleer (PMN) lokositler alt ekstremite
IR sonrasinda akciger hasarinda esas role sahiptirler
ve PMN Iokositlerin azaltilmasi bu hasardan koruyucu
bir etki olusturur.® Calikoglu ve ark.™ alt ekstremite
[R’nin akcigerdeki nitrozatif etkilerini ve kafeik asit
fenilesterin koruyucu roliinii aragtirmiglar, peribrongiyal
ve perivaskiiler 16kosit infiltrasyonunun IR grubunda
anlamli artig, ila¢ grubunda ise anlamli azalma gos-
terdigini saptamislardir. Koksel ve ark.*¥ IR’ye bagh
akciger hasarina o-lipoik asidin etkisini aragtirmiglar ve
IR grubunda kontrol grubuna gore anlamli PMN lokosit
artig, tedavi edilen grupta da PMN lokosit sayisinda
anlaml1 azalma saptamiglardir. Iskemi-reperfiizyon gru-
bunda belirgin derecede artan intraalveolar makrofaj
sayisinin, o-lipoik asitle tedavi edilen grupta azalmig
bulunmasi sonuglarimizla uyum gostermektedir. Wu
ve ark .’ eritropoietinin sicanlarda IR’ye bagli akciger
hasarimi azalttigini bildirmiglerdir. Anilan ¢alismada
akciger histopatolojik hasar skoru degerlendirilmis ve,
sonuclarimizla benzer sekilde, eritropoietin ile tedavi
edilen grupta IR grubuna gore akciger alveolar 6dem ve
notrofil infiltrasyonunda anlamli azalma saptanmustir.
Berkan ve ark.’® alt ekstremite IR hasarina baglh akci-
gerlerde olusan patolojik degisiklikler ve bunlar1 dnle-
mede askorbik asidin koruyucu etkisini aragtirmiglardir.
Aortik +askorbik asit grubunda, aortik IR grubuna gore
PMN I6kosit sayisi, interstisyel 6dem ve konjesyonun
daha az oldugu saptanmistir. Bu ¢aligmalara genel ola-
rak bakildiginda, IR sonrasi akciger hasari gostergesi
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olarak kullanilan histopatolojik degisiklik parametre-
leri calisgmamizdaki parametrelere benzemektedir ve
sonuglarimiz yukarida sunulan caligmalarin sonug-
lar1 ile uyumludur. Akcigerde olusan IR hasarinda,
proinflamatuvar sitokinlerle aktive olmus nétrofillerin
akciger dokusuna infiltrasyonu 6nemli bir yer tutar.*
Calismamizda eritropoietinin akciger IR hasarini azalt-
t181 ve bu etkiyi alveolar makrofajlar1 ve inflamatuvar
infiltrasyonu azaltarak sagladig: goriilmektedir.

Sonug olarak, calismamizda eritropoietinin, deney-
sel infrarenal aortik IR modelinde olusan akciger
hasarimi azalttig1 histopatolojik olarak gosterilmistir.
Malondialdehid diizeylerinde anlamli azalma olmamast,
hasarin lipid peroksidasyonundan bagimsiz olabilecegi-
ni ve eritropoietinin lipid peroksidasyonunu degistirme-
den IR hasarimi azalttigini diisiindiirmektedir. Yine de,
eritropoietinin bu konudaki etki mekanizmasinin ayrin-
til1 olarak tanimlanmasi i¢in yeni deneysel calismalara
ihtiya¢ vardir. Bu deneysel calismalarin sonucunda,
eritropoietinin IAA'daki cerrahi girisimlerde geligen
akciger hasarina etkisinin klinik olarak da aragtirilabi-
lecegi diisiincesindeyiz.
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